This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 



Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 



BLACK BORDERS 

TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
FADED TEXT 
ILLEGIBLE TEXT 
SKEWED/SLANTED IMAGES 
COLORED PHOTOS 

BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 
GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



THIS PAGE BLANK 




Europaisches 
Patentamt 



European Pateht 
Office 



PCT/EP9 9 / 0 Z I D D 
Office europeen 
desijEgvets ^-^JU 




REC'D 3 0 JUL t33: 



PCX 



Bescheinigung 



Certificate 



Attestation 



Die angehefteten Uriterlagen stimmen 
mit der ursprunglich eingereichten Fas- 
sung der aut dem nSchsten Blatt be- 
zeichneten internationalen Patentan- 
meldung uberein. 



The attached documents are exact 
copies of the international patent appli- 
cation described on the following page, 
as originally filed. 



Les documents f Ix6s h cette attestation 
sont conformes k la version initialement 
d^poste de la demande de brevet inter- 
national sp^cifide h la page suivante. 



PRIORITY DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 

COMPLIANCE WITH pen Haag. den 

RULE 17.1(a) OR (b) The Hague. 2 6 J UL 1999 

La IHaye, le 



Der Prfisident des EuropSischen Patentamts 
Im Auftrag 

For the President of the European Patent Office 
Le President de I'Offlce europ6en des brevets 
P.O. 





CAJA. PA9CHE 

nmeldung Nr. 

Is^lTZZ^ PCT/EP 99/02056 




EPA/EPO/OEB Form 1214 (H) 09.82 



Blatt 2 der Bescheinigung 
Sheet 2 of the certificate 
Page 2 de {'attestation 



J 



Anmeldung Nr. 
Application no. 
Demande n*": 



PCT/EP 99/02056 



Anmelder: 
Applicant(s): 



1. MULTHOFF, Gabriele - Munchen, Deutschland 



Demande ur(s): 



Bezeichnung der Erfindung: 

Title of the invention: Neue Verwendung von Hsp70-Protein 

Titre de ('invention: 



Anmeldetag: 

Date of filing: 26. Marz 1999 (26.03.99) 

Date de d^pot: 

In Anspruch genommene Pnorttat(en) 
Priority(les) claimed 
Priori t6(s) revendiqu6e(s) 



Benennung von Vertragsstaaten : Siehe Form blatt PCT/RO/101 (beigefOgt) 
Designation of contracting states : See Form PCT/RO/101 (enclosed) 
D6signation d'6tats contractants : Voir Formulaire PCT/RO/101 (ci-joint) 

Bemerkungen: 

Remarks: 

Remarques: 



EPA/EPaOEB Form 1012 02.89 



State: 
Pays: 



staai: Deutschland 



T?9- 27. Marz 1998 
g^?: (27.03.98) 



Aktenzeicfien: 195 13 760.5 
File no. 

Numdro de ddp6t: 



Blatt Nr. . . 2 . . . ► 



EP £9/0 



Feld Nr. V BESTIMMUNG VO 



.^^^^ a werder 



werden hiermil vorgenommen (bine die entsprechend^^^chen ankreuzen: wenigsiens ein Kastchen 



AL Albanien □ 

AM Annenien D 

AT 
AU 



AZ 
BA 
BB 
BG 
BR 
BY 
CA 



Osterreich □ 

Australien □ 

Aserbaidschan □ 

Bosnien-Herzegowina □ 

Barbados O 

Bulgarien 

Brasilien D 

Belarus □ 

Kanada 



LS 
LT 
LU 
LV 



Lesotho 
Litauen 
Luxemburg 
Lettland 



Die folgenden Bestimmungen nach Kegel AS 
mufi angekreuzr werden}: 

^ ri°"AP^ ^ARIPO-Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenia. LS Lesotho. MW Malawi, SD Sudan. SZ Swasiland, 
UG Uganda, ZW Simbabwe und jeder weitere Staat. der Venraesstaat des Harare-Protokolls und des PCT ist 
n EA Eurasisches Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidschan. BY Belarus, KG Kirgisistan, KZ Kasachstan. MD Republik 
Moldau. RU Russische Foderaiion, TJ Tadschikistan. TM Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des 
Eurasischen Patentiibereinkommens und des PCT ist 
ra EP Europaisches Patent: AT Osterreich, BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein. CY Zypem, 
DE Deutschland. DK Danemark, ES Spanien, FI Finnland, FR Frankreich, GB Vereinigtes Konigreich. GRGnechenland, 
IE Irland, IT Italien, LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederlande. PT Ponugal, SE Schweden und jeder weitere Staat, 
der Vertragsstaat des Europaischen Paten tubereinkommens und des PCT ist 
n OA OAPI-Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin. CF Zentralafrikanische Republik. CG Kongo. CI Cote d'l voire, 
CM Kamerun. GA Gabun, GN Guinea, GW Guinea-Bissau, ML Mali. MR Mauretanien, NE Niger. SN Senegal. 
TD Tschad. TG Togo und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls eine andere Schutzrechtsart 

Oder. ein sonsiiges Verfahren gewiinscht wird. bitte aufder gepunkteten Linie angeben) 

Nationales Patent (falls eine andere Schutzrechtsan oder ein sonstiges Verfahren gewunschi wird. bine anf der gepunkteten Linie angeben}: 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 



CH und LI Schweiz und Liechtenstein 



□ 



China □ 

Kuba □ 

Tschechische Republik O 

Deutschland □ 

Danemaric □ 

Estland □ 

Spanien □ 

Finnland □ 

Vereinigtes Konigreich D 
Grenada 

Georgien □ 

Ghana □ 

GM Gambia □ 

HR Kroaiien □ 

Ungam □ 



CN 

CU 

CZ 

DE 

DK 

EE 

ES 

FI 

GB 

GD 

GE 

GH 



HU 
ID 
IL 
IN 
IS 
JP 
KE 
KG 
KP 



□ 
□ 



Indonesien 

Israel • • • 

Indien 

Island 

Japan 

Kenia 

Kirgisistan □ 

Demokratische Volksrepublik Korea □ 



NZ 

PL 

PT 

RO 

RU 

SD 

SE 

SG 

SI 

SK 

SL 

TJ 

TM 

TR 

TT 

UA 

UG 

US 



MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi : 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

Neuseeland 

Polen 

Portugal 

Rumanien 

Russische Federation 

Sudan 
Schweden 
Singapur 

Slowenien 

Slowakei 

Sierra Leone 

Tadschikistan 

Turkmenistan 

Turkei 

Trinidad und Tobago 

Ukraine 

Uganda 

Vereinigte Staaten von Amerika 



□ 
□ 



UZ 
VN 
YU 
ZW 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawien 
Simbabwe . 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



dieses Formblatts beigetreten sind: 



Kastchen fiir die Bestimmung von Staaten (fur die Zwecke eines 

KR Republik Korea nationalen Patents), die dem PCT nach der Veroffentlichung 

KZ Kasachstan • • - 

LC Saint Lucia □ 

LK Sri Lanka □ 

LR Liberia □ 



Erklarune bzcl. vorsorglicher Bestimmungen: Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmeider nach 
Reeel 4 9 Absatz b auch alle anderen nach dem PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der im Zusatzfeld genannten 
Bestimmungen. die von dieser Erklarung ausgenommen sind. Der Anmeider erklart, daB diese zusatzhchen Bestimmungen unter 
dem Vorbehali einer Bestatigung stehen und jede zusatzliche Bestimmung. die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Pnontatsdatum 
nicht bestatigt wurde, nach Ablauf dieser Frist als vom Anmeider zuriickgenommen gilt. (Die Bestatigung emer Bestimmung 
erfolgt durch die Einreichung einer Mitteilung, in der diese Bestimmung angegeben wird, und die Znhlung der Bestimmungs- una 
der Bestatigungsgebuhr. Die Bestatigung mufi heim Anmeldeamt innerhalb der Frist von 15 Monaten eingehen. ) 



Formblatt PCT/RO/IOl (Blatt 2) (Januar 1999) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



;:r: 9 £ / 0 2 0 5 £ 



Neue PCT Patentanmeldung 
Multhoff, Gabriele 
U. Z. : D 1226 PCT 

Neue Verwendung von Hsp7 0 Protein 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Hsp70- Protein oder 
Fragment en davon zur Aktivierung von NK-Zellen, Arzneimittel , 
Medizinprodukte oder medizinische Hilfsstoffe, die ein Hsp70- 
Protein oder Fragment e davon oder aktivierte NK-Zellen 
enthalten, Verfahren zur Aktivierung von NK-Zellen, sowie 
medizinische Verwendungen der durch das erf indungsgemaSe 
Verfahren erhaltenen Produkte. 

Chaperone sind fur eine Anzahl fundament aler Prozesse in der 
Zelle notwendig. Insbesondere ist bekannt, daS sie dem 
ZellstreS entgegenwirken . Die am besten untersuchte Klasse von 
Chaperonen ist die Gruppe der Hitzeschock-Proteine (HSP) mit 
einem Molekulargewicht von 70 kDa (Multhoff et al . , Cell Stress 
Sc Chaperones 1 (3) (1996) , 167) . Diese Proteine sind 
evolutionar hochkonserviert . Sie binden intrazellular an nicht 
gefaltete oder nicht korrekt gefaltete Polypeptide, stabi- 
lisieren sie und inhibieren auf diese Weise deren Aggregation 
Oder ermoglichen eine Transmembran- Trans lokat ion. Hsp7 0 ist 
sowohl im Zellkern, im Zytosol und an der Zelloberf lache 
bestimmter Tumorzellen lokalisiert . Neben ihrer intrazellularen 
Aufgabe als Chaperone scheinen die Mitglieder der HSP70 -Familie 
an der Stimulierung des Immunsys terns beteiligt zu sein, z . B . 
entzundlicher Prozesse unter Beteiligung von Pathogenen und an 
der zellularen anti -Tumorimmunantwort in vivo und in vitro. 
Entsprechend sind im Stand der Technik therapeutische 
Verwendungsmoglichkeiten von Hitzeschockproteinen dargestellt 
worden. So wird in der WO 97/10000 der Einsatz von Komplexen, 
die aus einem Hit zeschockprotein und einem an dieses Protein 
nicht -kovalent gebundenem, exogenem Antigenmolekiil (Peptid) 
bestehen, zur Pravention und Behandlung von Tumor- und 
Inf ektionserkrankungen beschrieben. Die mit 

Hitzeschockproteinen im Komplex vorliegenden Antigene stammen 
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aus Tumorzellen. Sie weisen die gemeinsame Eigenschaft auf, 
eine Immunantwort zu induzieren. Multhoff et al . , Biol. Chem. 
379 (1998) , 295-300 ordnen HSPs, darunter Hsp70 eine Rolle in 
der Erkennung durch nicht -MHC-restringierte Ef f ektorzellen, 
darunter NK-Zellen, zu. Insbesondere wird herausgestellt , daS 
NK-Zellen auf der Oberflache von Tumorzellen prasentierte 
Hsp70-Molekule erkennen und die Tumorzellen sodann lysieren. 
Ein weiterer Ansatz zur Therapie von Krebserkrankungen wurde 
von Tamura und Kollegen (Tamura et al . , Science 278 (1997), 
117-123) vorgestellt. Sie konnten belegen, daS Tumor- tragende 
Mause dann erfolgreich mit Hitzeschockproteinpraparationen 
behandelt werden konnen, wenn diese aus autologen Tumoren 
stammen. Praparationen aus nicht -autologen Tumoren oder aus 
Normalgewebe hingegen fuhren nicht zur Regression der Tumore 
(Blachere et al . , J. Exp. Med. 186 (1997) 1315-1322). Die HSPs 
sind in der Studie von Tamura et al . mit einer Vielzahl nicht 
naher identif izierter Peptide komplexiert . Zusammenf assend kann 
festgehalten werden, dafi der Stand der Technik eine 
immunologische Aktivitat von HSP-Molekulen belegt, wenn diese 
entweder mit" Peptiden komplexiert sind und/oder auf der 
Oberflache von Zellen wie Tumorzellen prasentiert werden. 
Obwohl somit das Potential von Hit zeschockproteinen bei der 
Bekampfung unterschiedlicher Erkrankungen in erster Naherung 
erkannt ist, hangt der erfolgreiche therapeutische Einsatz in 
der Regel jedoch von der Praparation bestimmter Komplexe odfr 
Zellaufbereitungen sowie von der Menge des Ausgangsmaterials 
(Tumormaterials) ab. Ein universeller , patientenabhangiger 
Einsatz dieser Komplexe oder Zellaufbereitungen ist nur schwer 
vorstellbar . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war demzufolge, neue Mittel 
und Wege fur die Nutzung des Immunol ogischen Potentials von 
Hitzeschockproteinen bereitzustellen, die unbelastet von den 
vorstehend genannten aus dem Stand der Technik bekannten 
Nachteilen sind. 



Diese Aufgabe wird durch die in den Anspruchen dargestellten 



Ausf iihrungsf ormen gelost . 
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Somit betrifft die Erfindung die Verwendung eines Hsp70- 
Proteins, eines carboxy- terminal en . (C-terminalen) Fragmentes 
davon oder eines Derivats davon oder eines Proteins mit einer 
Aminosauresequenzhomologie zum C-terminalen Bereich des Hsp70- 
Proteins von > 70% zur Herstellung eines Arzneimittels , 
Medizinproduktes oder medizinischen Hilfsstoffes zur 
Aktivierung von NK-Zellen. 

Arzneimittel sind erf indungsgemaS als Stoffe und Zubereitungen 
aus Stoffen definiert, die dazu bestimmt sind, durch Anwendung 
am Oder im menschlichen Korper Krankheiten, Leiden, 
Korperschaden oder krankhafte Beschwerden zu heilen, zu 
lindern, zu verhiiten oder zu erkennen. 



Medizinprodukte sind erf indungsgemalS alle einzeln oder 
miteinander verbunden verwendeten Stoffe und Zubereitungen aus 
Stoffen oder andere Gegenstande, die vom Hersteller zur 
Anwendung fur Menschen mitt els ihrer Funktionen zum Zwecke der 
Erkennung, Verhutung, Uberwachung, Behandlung oder Linderung 
von Krankheiten zu dienen bestimmt sind und deren 
bestimmungsgemafie Hauptwirkung im oder am menschlichen Korper 
weder durch pharmakologisch oder immunologisch wirkende Mitt el 
noch durch Metabolismus erreicht wird, deren Wirkungsweise aber 
durch solche Mittel unterstutzt werden kann. 

Medizinische Hilfsstoffe sind erf indungsgemaS solche Stoffe, 
die zur Produktion (als aktive Ingredienzien) von Arzneimitteln 
eingesetzt werden. 

Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung eines Hsp70- 
Proteins, eines C-terminalen Fragmentes davon oder eines 
Derivats davon oder eines Proteins mit einer 
Aminosauresequenzhomologie zum C-terminalen Bereich 

(Aminosauren 384-641) des Hsp70-Proteins von > 70% zur ex vivo 
Oder in vitro Aktivierung von NK-Zellen. 
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Der Begriff "Hsp70 -Protein" erfaSt erf indungsgemaS 

eukaryontische Hitzeschockproteine, deren Expression durch 
Hitze, aber auch durch eine Vielzahl anderer Reagenzien wie 
z,B. Aminosaure-Analoga, Schwermetalle , lonophore oder 
Zellgifte induzierbar ist, wobei der Faktor der Steigerung der 
Expression durch die Induktion im Verhaltnis zur konstitutiven 
Expression mindestens 5 betragt . Die beiliegende Figur 5 zeigt 
den Aufbau eines Hsp70 -Proteins bestehend aus einer N- 
terminalen ATPace Domane und einer C- terminalen Substrat- 
Bindungsdomane des Proteins. Die vollstandige Aminos aureseguenz 
ist verof fentlicht in Milner, et al . , Immunogenetics 32 (4) 
(1990), 242-251. 

Der Begriff " carboxy- terminale [s] (C-terminale [s] ) Fragment" 
des Hsp7 0- Proteins umfafit erf indungsgemaS (Poly) peptide, die 
eine Aminos aureseguenz aus dem Bereich der Aminosauren 3 84-641 
des menschlichen Hsp70 aufweisen. Umfafit von der vorliegenden 
Erfindung sind auch Fragmente des C- terminalen Fragmentes 3 84- 
641. In anderen Ausf uhrungsf ormen sind mit diesem Begriff 

(Poly) peptide erfafit, die aus dem Bereich eines anderen, von 
dem erf indungsgemafi verwendeten Begriff "Hsp70 -Protein" 
erfafiten Proteins stammen, der zu dem genannten C-terminalen 
Bereich des menschlichem Hsp70 -Proteins homolog ist. Die erfin- 
dungsgemaS verwendeten Fragmente des Hsp70 -Proteins we i sen 
ebenfalls die Fahigkeit auf, NK-Zellen zu aktivieren. Die 
Aktivierung kann vom Fachmann ohne we i teres anhand der Lehire 
der Erfindung uberpruft werden. Insofern ist der Fachmann auch 
ohne weiteres in der Lage, Fragmente aus dem vorstehend 
genannten Fragment 3 84-641 gentechnologisch herzustellen 

(allgemeine Verfahren hierzu sind beschrieben in Sambrook et 
al., "Molecular Cloning, A Laboratory Manual", 2. Auflage 1989, 
CSH Press, Cold Spring Harbor, N. Y.) und auf die gewiinschten 
Aktivierungseigenschaf ten hin zu testen. 

Der Begriff "Derivat" umfaSt sowohl Derivate des Hsp70 -Proteins 
als auch Derivate des C- terminalen Fragmentes, sofern diese 




Derivate die erf indungsgemafien Funktionen aufweisen. Derartige 
Derivate weisen vorzugsweise dieselbe dreidimensionale Struktur 
wie Hsp-70 bzw. dessen C-terminale Fragmente auf und konnen 
beispielsweise durch Peptidomimetics hergestellt werden (al- 
Obeidi . et al . , Mol . Biotechnol . 9 (1998), 205-223; Wiley et 
al., Med. Res. Rev. 13 (1993), 327-384; Bohm, J. Comput . Aided 
Mol. Des. 10 (1996), 265-272; Hruby et al . , Biopolymers 43 
(1997) , 219-266) . 

Der Begriff "NK-Zellen" ("Naturliche Killerzellen" , engl . : 
"natural killer cells") umfaSt groSe, granulare Lymphozyten, 
die CD4S auf der Oberflache exprimieren und ohne vorherige 
Stimulation Killeraktivitat aufweisen. Sie sind insbesondere 
dadurch gekennzeichnet , daS sie CD16 exprimieren und/oder durch 
Interleukin-2 stimulierbar sind und/oder kein CD3 exprimieren 
und/oder keine a/p- oder y/5- T-Zell-Rezeptoren besitzen. 

Die NK-Zellen, die im erf indungsgemaSen Verfahren ihre Wirksam- 
keit entfalten, sind weiterhin bevorzugt durch die nachfolgen- 
den Eigenschaf ten gekennzeichnet : 

sie sind transient plastik-adharent nach Zugabe von IL-2 
in Mengen von 10 bis 10.00 0 Einheiten, z.B. von 10 0 l.E, 
wobei IL-2 von der Firma Chiron bezogen werden kann; 
die Adharenz erfolgt 3-18 Stunden nach Zugabe des IL-2 ayf 
frisch isolierte PEL (monozytendepletierte , periphere 
Blut lymphozyten) ; 

die NK-Zellen weisen eine CD16dim Expression auf 
(Mittelwert der Fluorszenz schwach) ; 

die NK-Zellen exprimieren CD56 und CD57 als typische NK- 
Marker ; 

die NK-Zellen exprimieren CD94 (C-Typ Lectin Killer-Zell- 
Rezeptor) ; 

die NK-Zellen sezernieren nach Aktivierung mit Hsp7 0 und 
Zytokinen IFNgamma; 

die NK-Zellen sind durch Zugabe von Hsp70 (gereinigtes 
Protein) stimulierbar (Wachstum und zytotoxische Aktivi- 
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tat) ; 

sie sind nicht vom MHC-Typ des Patienten abhangig. 

Erf indungsgemafi konnen auch andere NK-Zellpopulationen 
eingesetzt werden. Voraussetzung ist jedoch, daS sie durch das 
erfindungsgemaS eingesetzte Hsp70 oder durch die genannten 
Fragmente oder Derivate aktivierbar sind. Erf indungsgemafi 
konnen isolierte NK-Zellen eingesetzt werden. Es ist aber auch 
moglich, Zellgemische wie periphere mononucleare Blutzellen 
(PBMC) einzusetzen, in denen NK-Zellen enthalten sind. 

Der Begriff " Amino sauresequenzhomologie zum C-terminalen 
Bereich des Hsp70-Proteins von > 70%" bedeutet im Sinne dieser 
Erfindung, daS mindestens 70% der Aminosauren bei einer 
Gegenuberstellung ("alignment") von zwei Aminosaureseguenzen 
identisch sind, wobei die eine der gegeniibergestellten 
Aminosauresequenzen die des C-terminalen Bereichs von Hsp70 
ist. Umfafit sind auch solche Sequenzen, bei denen 70% der 
Aminosauren identisch sind, die sich aber zusatzlich von der C- 
terminalen Hsp70-Ref erenzsequenz bei der Gegenuberstellung 
durch Lucken ("gaps") unterscheiden . Diese Lucken konnen 
entweder im erf indungsgemalS eingesetzten homologen Molekul oder 
im Referenzmolekul auftreten. Alignments, ublicherweise durch 
Computervergleich, sind im Stand der Technik bekannt , 
desgleichen die Programme, mit denen derartige Alignments 
durchgefuhrt werden konnen., Es ist aufierdem bevorzugt , dafi die 
Proteine bzw. Fragmente eine Amino sauresequenzhomologie zum 
carboxy-terminalen Bereich, also im Bereich der Aminosauren 384 
- 641, des Hsp70-Proteins von ^ 80% und bevorzugt > 90%, 
auf weisen . 

Der Befund, dafi Hitzeschockproteine , C-terminale Fragmente 
davon Oder davon abgeleitete Derivate uber die Aktivierung von 
NK-Zellen immunologische Aktivitaten induzieren, selbst wenn 
sie nicht mit Peptiden komplexiert sind oder auf der Oberflache 
von Zellen wie Tumorzellen prasentiert werden, mufi als hochst 
uberraschend angesehen werden. Beispielsweise ging man noch im 
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Juni 1998 (vgl . Srivastava et al . , Immunity 8 (1998), 657-665, 
hier gutachtlich zitiert) davon aus, daS isolierte 
Hitzeschockproteine keine immunogenen Wirkungen wie CTL- 
Induktion aufweisen (Blachere et al . , J. Exp. Med. 186 (1997),. 
1315-1322) und keine protektive Immunitat gegenuber irgendeiner 
Krebsart induzieren konnen (Udono und Srivstava, J. Immunol. 
152 (1994) , 5398-5403) . Mit der vorliegenden Erfindung wird 
hingegen moglich, patientenunabhangig eine in vitro oder in 
vivo Aktivierung von NK-Zellen herbeizuf iihren, die nach der 
Aktivierung erfolgreich gegen verschiedene Krankheiten, 
beispielsweise Tumor erkrankungen eingesetzt werden konnen. Die 
Verwendung von isoliertem Hitzeschockprotein erlaubt daruber 
hinaus eine bessere Standardisierung von Akt i vie rungs vorgangen. 
Mit der vorliegenden Erfindung ist es moglich, HSP in 
unbegrenzter Menge herzustellen, wohingegen bei der 
patientenspezif ischen Aufbereitung der HSP-Peptid Komplexe die 
Menge an HSP uber die Menge des Tumors limitiert ist. 

Uberraschend ist uber die vorgenannten Befunde hinaus, daE auch 
der Einsatz von C-terminalen Fragmenten des Hsp70 -Proteins zum 
erf indungsgemaSen Ergebnis f iihrt . Unerwartet ist vor allem, daS - 
der C-Terminus of f ensichtlich dieselbe dreidimensionale 
Struktur aufweist, die von NK-Zellen erkannt wird und zu deren 
Aktivierung f uhrt . Die Moglichkeit des Einsatzes von C- 
terminalen Hsp70- Fragmenten in der Aktivierung von NK-Zellen 
birgt unter anderem den Vorteil, da£ die rekombinante 
Herstellung zu besseren Ausbeuten im Vergleich zur 
rekombinanten Darstellung des gesamten Proteins f iihren sollte . 

Die Herstellung von Derivaten von Hsp70 oder dessen C- 
terminalen Fragmenten, beispielsweise durch Peptidomimetics , 
ist beispielsweise dann sinnvoll, wenn der rasche Abbau dieser 
(Poly) peptide im Korper vermieden werden soil. Dies kann z. B. 
bei der oralen Gabe von Arzneimitteln eine Rolle spielen. 

Vorzugsweise umfafit die Aktivierung die Induktion einer durch 
NK-Zellen vermittelten Immunantwort . Dabei ist besonders 
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bevorzugt, dafi die durch NK-Zellen vermittelte Immunantwort 
eine Stimulation der Proliferation der NK-Zellen und/oder die 
Steigerung der zytolytischen Aktivitat der NK-Zellen umf aSt . 
Der Einsatz von Hsp70 bzw. von Fragmenten oder Derivaten da von 
erfolgt in alien vorgenannten Ausf uhrungsf ormen in einer 
(pharmazeutisch) wirksamen Menge, so daS die gewunschte 
Akti vie rung, vorzugsweise die Immunantwort, induziert wird. Die 
Immunantwort richtet sich vornehmlich, aber nicht 
ausschliefilich gegen solche Zellen, die Hsp70 oder Fragmente 
davon auf der Zelloberf lache exprimieren. Hierzu gehoren sowohl 
menschliche als auch tierische Zellen. Zu diesen Hsp70 auf der 
Zelloberf lache exprimierenden menschlichen oder tierischen 
Zellen gehoren beispielsweise Tumorzellen und Zellen von 
Patienten mit Inf ektionskrankheiten . Die zytolytische Aktivitat 
der durch Hsp70 erf indungsgemafi stimulierten NK-Zellen ist 
signifikant erhoht, so daS eine immunologische Elimination 
dieser Hsp70 auf der Zelloberf lache exprimierenden Zellen 
ermoglicht wird. 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
erf indungsgemaSen Verwendung ist die zytolytische Aktivitat- 
gegenuber Tumorzellen und/oder Zellen von Patienten mit 
Inf ektionserkrankungen gesteigert . 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
erf indungsgemafien Verwendung ist die zytolytische Aktivitat 
gegenuber Leukamiezellen, Lymphomzellen, Tumorzellen und meta- 
stasierenden Zellen solider Tumore und Zellen von Patienten mit 
viralen, mykotischen oder bakteriellen Inf ektionserkrankungen 
gesteigert. Ein Beispiel fur die Behandlung viraler Er- 
krankungen ist die Behandlung von HIV- Inf ektionen, ein Beispiel 
fur eine bakterielle Infektion ist die Behandlung von durch My- 
kobakterien hervorgeruf enen Erkrankungen , Zu den soliden Tumo- 
ren, deren Metastasenzellen durch das erf indungsgemalSe immuno- 
logische Verfahren behandelbar sind, gehoren beispielsweise 
Karzinome, Sarkome, Melanome oder Leukamien und Lymphome . Bei- 
spiele fur Karzinome sind Kolonkarzinome und Lungenkarzinome . 



Durch die erf indungsgemaSe Verwendung eines Hsp7 0- Proteins , 
Teilen dieses Proteins oder > 70% sequenzhomologer Proteine 
konnen Zellen lysiert werden, die durch Viren, Bakterien und/- 
oder Pilze. infiziert sind oder Zellen, die tumorigen verandert 
sind. Auch Zellen, die antigene Telle dieser Fremdorganismen 
Oder Telle von Tumorzellen enthalten, konnen durch die erfin- 
dungsgemafie Anwendung des Hsp70 -Proteins mit Hilfe der akti- 
vierten NK-Zellen lysiert werden. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur ex vivo oder in 
vitro Aktivierung von NK-Zellen, wobei man eine NK-Zellen 
enthaltende physiologische Zellsuspension mit einem Hsp70- 
Protein, einem C-terminalen Fragment davon oder einem Derivat 
davon oder einem Protein mit einer Aminosauresequenzhomologie 
zum C-terminalen Bereich (Aminosauren 3 84-641) des Hsp70- 
Proteins von ^ 70% vermischt und inkubiert, um eine Aktivierung 
der NK-Zellen zu bewirken. 

Die Inkubation kann bei Raumtemperatur , bevorzugt aber bei 
physiologischer Temperatur (37*^0 auf einem Schuttler (sanf tes 
Schutteln) erfolgen, 

Im Falle (a) konnen die Wirkstoffe in einem Container oder 
mehreren Containern getrennt formuliert sein, wahrend sie im 
Falle (b) getrennt formuliert sind. ^ 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemaSen 
Verfahrens umfaSt die Aktivierung eine Stimulation der Proli- 
feration der NK-Zellen und/oder eine Steigerung ihrer 
Zytotoxizitat . Hinsichtlich der bevorzugten Zielzellen fur die 
zytotoxische Aktivitat wird auf die vorstehenden Darstellungen 
ve rwi e s en . 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm des 
erf indungsgemalSen Verfahrens werden als NK-Zellen enthaltende 
physiologische Zellsuspension periphere, mononukleare 
Blutzellen (PBMC) oder eine NK-Zellen enthaltende Fraktion 



hiervon eingesetzt. 



Die NK-Zellen konnen durch geeignete Verfahren aus den zu be- 
handelnden Pat lent en oder aus einem gesunden Spender durch. 
Blutabnahme gewonnen werden. Bevorzugt sollen Buffy-Coats (Lym- 
phozytenkonzentrate) , die NK-Zellen enthalten, verwendet wer- 
den. 

Buffy-Coats (Lymphozytenkonzentrate) werden iiber die Vene aus 
dem Patienten entnommen und z.B. mit Heparin versetzt, um eine 
Verklumpung der Zellen zu verhindern. .Die mit Heparin 
versetzten Buffy-Coats werden in einem sterilem Gefafi (zumeist 
Plastiksackchen) gesammelt und anschlieSend zentrif ugiert , so 
dafi es zu einer Anreicherung von Blut zellen ( = PBMC, 
periphere, mononukleare Blutzellen, z.B. Lym-phozyten, 
Erythrozyten, Granulozyten usw.) kommt . Das Lymphozy- 
tenkonzentrat bleibt steril im GefaE (Plastikbeutel) . Im Falle 
von gesunden Probanden besteht ein Buffy-Coat aus weifien und 
roten Blutzellen (Lymphozyten, Erythrozyten usw.). Im Falle 
eines Tumorpatienten besteht der Buffy-Coat nicht nur aus Blut- 
zellen, sonde rn kann auch Tumorzellen enthalten (bei Leukamien, 
z.B. leukamische Zellen = Blasten; bei soliden Tumoren, z.B. 
metastastasierte Zellen) . 

Die Buffy-Coats, die periphere, mononukleare Blutzellen 
enthalten, werden in Form einer physiologischen Zellsuspension, 
bevorzugt versetzt mit Heparin, eingesetzt. Das Heparin 
verhindert eine Aggregation der Zellen. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm des 
erf indungsgemafien Verfahrens enthalt die Zellsuspension 
weiterhin Hsp7 0 auf der Zelloberf lache exprimierende 
menschliche oder tierische Zellen. Eine Stimulation der NK- 
Zellen durch Hsp70-Protein kann allerdings auch erfolgen, wenn 
keine Hsp70 auf der Zelloberf lache exprimierende Ziel zellen 
(Tumorzellen, infizierte Zellen) vorhanden sind. 
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In einer anderen besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm des 
Verfahrens werden als menschliche oder tierische Zellen 
Tumorzellen, Zellen von Patienten mit Inf ektionserkrankungen 
eingesetzt. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm des 
Verfahrens werden als menschliche oder tierische Zellen 
Leukamiezellen, Lymphomzellen, metastasierende Zellen solider 
Tumore und Zellen von Patienten mit viral en, mykotischen oder 
bakteriellen Inf ektionserkrankungen eingesetzt. 

In einer anderen bevorzugten Ausf uhrungsf orm des Verfahrens 
wird die die Zellen und Proteine enthaltende physio logische 
Zellsuspension mindestens 3 Stunden inkubiert . 

Urn die zytolytische Wirkung der Naturlichen Killerzellen zu 
steigern, werden in dieser Ausf uhrungsf orm vorzugsweise die 
Zielzellen der Naturlichen Killerzellen zusammen mit den 
Naturlichen Killerzellen und dem Hsp70 miteinander in 
Suspension vorzugsweise fur den genannten Zeitraum inkubiert. 
Allerdings sind auch Langzeitinkubationen fur mindestens 4 Tage 
moglich. Dement sprechend wird in einer anderen besonders 
bevorzugten Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemafien Verfahrens 
die Inkubation 4 Tage lang vorgenommen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm d^r 
erf indungsgemaiSen Verwendung oder des erf indungemafien 
Verfahrens wird zusatzlich ein Zytokin eingesetzt. Das Zytokin 
kann dabei getrennt mit den NK- Zellen und/oder den 
Hitzeschockproteinen, Fragmenten oder Derivaten davon oder 
zusammen in einer Dosis eingesetzt werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Verwendung 
Oder des Verfahrens wird als Zytokin ein Interleukin 
eingesetzt. Auch eine Kombination von Interleukinen kann 
erf indungsgemaS zusammen mit dem Hsp70-Protein eingesetzt 
werden, um die Aktivierung der ^NK-Zellen weiter zu verstarken, 
z.B. die durch NK- Zellen vermittelte Immunantwort oder die Sti- 
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mulation der Proliferation der NK-Zellen. 



In einer weiteren besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
Verwendung oder des Verfahrens der Erfindung wird als 
Interleukiij IL-2, IL-12 xand/oder IL-15 eingesetzt. 

Durch die Erfindung eroffnet sich die Moglichkeit, nicht nur ex 
vivo aktivierte NK-Zellen in den Patienten zu reinfundieren, 
sondern aufgrund der Vermeidung toxischer Stoffe erf indungemaS 
behandelte NK-Zellen, z.B auch in Kotnbination mit einer Hyper- 
thermiebehandlung, auch in vivo einzusetzen. Diese 
Ausfuhrungsform der Erfindung hat den weiteren, unschatzbaren 
und uberraschenden Vorteil, daS auch Zielzellen, z.B. 
Tumorzellen, die den bekannten Therapieverf ahren widerstanden, 
nunmehr durch zytolytische Wirkung von NK-Zellen immunologisch 
abgetotet werden konnen. Die Erfindung betrifft somit ferner 
ein Verf ahren zur in vivo-Aktivierung des Immunsystems , wobei 
man einem Patienten eine pharmazeutisch wirksame Menge von nach 
dem vorstehend beschriebenen Verf ahren aktivierten NK-Zellen 
verabreicht, gegebenenf alls in Kombination mit einer 
pharmazeutisch wirksamen Menge eines Hsp70- Proteins, eines C- 
terminalen Fragmentes davon oder eines Derivats davon oder 
eines Proteins mit einer Aminosauresequenzhomologie zum C- 
terminalen Bereich (Aminosauren 384-641) des Hsp70 -Proteins von 
i 70% verabreicht. » 

Sofern die NK-Zellen vor dem Hsp70-Proteinen verabreicht 
werden, sollte der entsprechende Zeitraum vor der Gabe des 
Hsp70-Proteins mindestens 3-24 Stunden betragen. 

Ein Beispiel fur eine erf indungsgemaSe Behandlung ist wie 
f olgt : 

Buffy- coat -Zellen (Lymphoztenkonzentrate) , bestehend aus peri- 
pheren, mononuklearen Blutzellen oder Knochenmarkszellen und 
Tumorzellen aus Tumorpatienten, beispielsweise Leukamiepatien- 
ten, werden in einem Behalter, beispielsweise einem Kunststoff- 
behaiter, der steril verschlossen ist, einer Behandlung mit dem 
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Hsp70, Hsp7 0-verwandten Protein und/oder wirksamen Fragmenten 
Oder Derivaten hiervon, in einem temperaturkontrollierten 
Wasserbad einer Hitzebehandlung unterzogen. Im Behalter 
befinden sich sowohl die Tumorzellen als auch die NK-Zellen,, 
die iiber die vorliegende Behandlung stimuliert werden. Nach 
AbschluS des erf indungsgemafien Verfahrens wird die aktivierte 
NK-Zellen und die lysierten Tumorzellen enthaltende Kulturlo- 
sung in den Patienten reinf undiert . 

Erfindungsgemafi liegen die NK-Zellen gegebenenf alls zusammen 
mit anderen p.eripheren, mononuklearen Blutzellen, 

beispielsweise zusammen mit Erythrozyten und Granulozyten und 
T-Zellen, vor. Bevorzugt werden somit die NK-Zellen nicht 
alleine verwendet, sondern durch Isolierung von Buffy-Coat- 
Zellen eine Mischung der peripheren, mononuklearen Blutzellen 
gewonnen. Bei Tumorpatienten enthalten diese Anreicherungen 
weiterhin Tumorzellen, die durch das erf indungsgemafie Verfahren 
immunologisch eliminiert werden. 

Desweiteren betrifft die Erfindung ein Verfahren zur in vivo- 
Aktivierung von NK-Zellen, wobei man einem Patienten eine 
pharmazeutisch wirksame Menge eines Hsp70- Proteins, eines C- 
terminalen Fragment es davon oder eines Derivats davon oder 
eines Proteins mit einer Aminosauresequenzhomologie zum C- 
terminalen Bereich (Aminosauren 384-641) des Hsp70 -Proteins von 
^ 70% verabreicht. 

Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Behandlung 
von Tumoren, Krebserkrankungen und/oder Inf ektionskranldaeiten, 
wobei man einem Patienten eine pharmazeutisch wirksame Menge 
von nach dem vorstehend beschriebenen, erf indungsgemaSen 
Verfahren aktivierten NK-Zellen und/oder eines Hsp70 -Proteins , 
eines C-terminalen Fragmentes davon oder eines Derivats davon 
Oder eines Proteins mit einer Aminosauresequenzhomologie zum C- 
terminalen Bereich (Aminosauren 384-641) des Hsp70-Proteins von 
i 70% verabreicht. 
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In einer bevorzugteil Ausf uhrungsf orm des Verfahrens der 
Erfindung ist der Tumor ein solider Tumor oder eine Metastase . 
Die Behandlungsstrategie zielt insbesondere auf die Elimination 
von Einzelzell-Metastasen ab, die durch das erf indungsgemafie . 
Verf ahren immunologisch eliminiert werden konnen. Eine ver- 
starkte Aktivierung Hsp70-spezif ischer NK-Zellen kann durch 
eine Zugabe von Interleukin-2 in einer niedrigen Dosis, bei- 
spielsweise 100 I.U., erreicht werden. Das Interleukin-2 kann 
beispielsweise zusammen mit dem HspVO in den sterilen Behalter, 
beispielsweise einen Kunststoff behalter , eingefuhrt werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung ist 
die Krebserkrankung Leukamie oder ein Lymphom. 

in einer anderen bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung ist 
die infektionskrankheit viralen, mykotischen oder bakteriellen 
Ur sprung s . 



Die Erfindung betrifft ferner ein Arzneimittel, einen 
medizinischen Hilf sstof f, oder ein Medizinprodukt , das ein 
Hsp70- Protein, ein C-terminales Fragment davon oder ein Derivat 
davon Oder ein Protein mit einer Aminosauresequenzhomologie zum 
C-terminalen Bereich (Aminosauren 384-641) des Hsp70-Proteins 
von ^ 70% und/oder von nach dem erf indungsgemaSen Verfahren 
aktivierten NK-Zellen in einer therapeutisch wirksamen Menge 
sowie gegebenenfalls ubliche Trager- und/oder Hilfsstoffe 
enthalt. Dem Arzneimittel ist gegebenenfalls ferner ein wie 
oben definiertes Zytokin zugesetzt. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm des Arzneimittels, 
medizinischen Hilfsstoffs oder Medizinproduktes liegt das 
Protein in einer Konzentration von mindestens 1 jxg/ml, bevor- 
zugt bis zu 1000 ng/ml. vorzugsweise 1 x 10« bis 5 x 10" NK- 
Zellen, wobei eine Menge von 10 /ig bis 600 /xg/ml bevorzugt ist. 

Beispiele fur geeignete pharmazeutisch vertragliche Trager sind 
dem Fachmann gelaufig und umfassen beispielsweise 
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phosphatgepuf f erte Salzlosungen, Wasser, Emulsionen, wie z. B. 
6l/Wasser-Emulsionen, sterile Losungen, etc. Die 

pharmazeutischen Zusammensetzungen (Arzneimittel ) , die 
derartige Trager enthalten, konnen nach gangigen Verfahren 
formuliert werden. Die pharmazeutischen Zusammensetzungen 
konnen dem betroffenen Individuum in einer geeigneten Dosis 
verabreicht werden. Arten der Verabreichung sind beispielsweise 
intravenos, intraperitoneal, subcutan, intramuscular, topisch 
Oder intradermal. Die Dosierung hangt dabei von vielen Faktoren 
ab, z. B. von der Grofie, dem Geschlecht, dem Gewicht , dem Alter 
des Patienten, sowie der Art der speziell verabreichten 
Verbindung, der Art der Administration etc. Im allgemeinen 
liegt die monatlich verabreichte Dosis bei 10 bis 1000 ^9- 
Zusammenhang mit der intravenosen Injektion von 
erfindungsgemafien Substanzen sind Dosierungen von 10 bis 1000 
/ig gangig. Die Zusammensetzungen konnen lokal oder systemisch 
verabreicht werden. Im allgemeinen wird die Verabreichung 
parenteral erfolgen. So werden die erf indungsgemaS mit Hsp7 0- 
Protein behandelten NK-Zellen bevorzugt intravenos injiziert. 
Es kann auch eine Injektion direkt in den Tumor erfolgen, wobei 
eine wirksame Menge der NK-Zellen injiziert wird. 
Selbstverstandlich sind auch andere, an sich bekannte 
Applikationsf ormen moglich. 

Das Hsp70-Protein selbst kann beispielsweise zusammen mit 
Zytokinen appliziert werden. Ein Beispiel fur eine Applikation 
ist die Injektion des Hsp70-Proteins , z.B. zusammen mit 
Zytokinen intravenos, intramuskulos , subkutan, intraperitonial 
Oder auch in die Fufisohle . 



In einer anderen bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Verwendung 
Oder des Verfahrens oder des Arzneimittels , des Medizinprodukts 
Oder des medizinischen Hilfsmittels der Erfindung ist das 
Hsp70-Protein ein humanes Protein. Beispielsweise ist das 
erf indungsgemafie Protein humanen Ursprungs (bei der Isolierung 
aus Zellextrakten) bzw. weist die . Aminosauresequenz des 
menschlichen Hsp70- Proteins auf (z. B. nach rekombinanter 
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Herstellung) . Es konrien aber auch tierische Hsp70 -Proteine 
eingesetzt werden. 

Das erf indungsgemaS eingesetzte Hsp70-Protein oder die 
Fragmente konnen sowohl rekombinant hergestellt werden, aus 
Zellextrakten isoliert werden oder uber chemische Synthase 
hergestellt werden. 

Bevorzugt ist, dafi das Hsp70-Protein oder dessen Fragment oder 
Derivat ein rekombinantes Protein ist. Derartige rekombinante 
Proteine konnen nach Standardverf ahren hergestellt werden. 

Diese Standardverf ahren sind dem Fachmann bekannt (Sambrook et 
al., loc. cit. und Ausubel , "Current Protocols in Molecular 
Biology", Green Publishing Associates and Wiley Interscience , 
N.Y. (1989)). Zur rekombinant en Herstellung der Proteine werden 
Nucleinsauremolekule eingesetzt, die das erf indungsgemaSe 
Hsp7 0- Protein oder Fragmente hiervon codieren. Diese konnen 
verschiedene Nucleinsauremolekule sein, insbesondere DNA oder 
RNA Molekiile, beispielsweise cDNA, genomische DNA, mRNA etc. 
Diese Nucleinsauremolekule konnen naturlich vorkommenden 
Molekule sein und/oder durch genet ische oder chemische 
Syntheseverf ahren hergestellte Molekule. Urn rekombinante 
Proteine herzustellen, verwendet der Fachmann Vektoren, 
insbesondere Plasmide, Cosmide, Viren, Bakteriophagen und 
andere in der Gentechnik gangige Vektoren (Sambrook et al , 
loc. cit.). Die in den Vektoren enthaltenen 

Nucleinsauremolekule konnen verknupft sein mit regulator ischen 
Elementen, die die Expression in prokaryontischen oder 
eukaryontischen Zellen gewahrleistet . Hierbei kann der Begriff 
"Expression" Transkription als auch Transkription und 
Translation bedeuten. Regulatorische Elemente umfassen dabei 
insbesondere Promotoren. Fiir die Expression eines 
Nucleinsauremolekuls in prokaryontischen Zellen stehen eine 
Reihe von Promotoren zur Verfiigung, z. B. der E. coli lac- oder 
trp-Promotor, der Pr- oder Pj^-Promotor des Lambda -Phagen, lad, 
lacZ, T3, T7, gpt , etc. Eukaryont ische Promotoren sind 
beispielsweise der CMV immediate early-Promotor , der HSV- 
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Promoter, der Thymidinkinase- Promo tor, der SV4 0- Promoter, LTRs 
von Retroviren und der Maus Metallothionin I-Promotor. Es ist 
bereits eine Vielzahl von Expressionvektoren fiir die Expression 
in prokaryontischen oder eukaryontischen Zellen beschrieben, z. 
B. fiir Eukaryonten pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, 
Schweden) oder GEMl (Promega Biotec, Madison, WI , USA), 
pSV2CAT, pOG44. und fiir Prokaryonten pQE70, pQE60, pBluescript 
SK, etc. Neben Promotoren konnen diese Vektoren auch Elemente 
zur weiteren Steigerung der Transkription enthalten, wie z. B. 
sogenannte Transkriptions -Enhancer . Beispiele dafdr sind der 
SV4 0-Enhander, der Polyoma -Enhancer, der Cytomegalovirus early 
promoter-Enhancer und Adenovirus-Enhancer . Die rekombinanten 
Proteine konnen daher in verschiedenen prokaryontischen oder 
eukaryontischen Wirtszellen, beispielsweise unter Einsatz der 
oben beschriebenen Vektoren, exprimiert werden. Beispiele fiir 
solche Wirtszellen sind bakterielle Zellen (wie z. B. E. coli, 
Streptomyces, Bacillus, Salmonella typhimurium) , Pilzzellen 
(wie beispielsweise Hefezellen, insbesondere Saccharomyces 
cerevisiae) , Insektenzellen (wie , z. B. Drosophila- oder SF9- 
Zellen) , tierische Zellen (wie z. B. CHO oder COS-Zellen) oder 
auch Pf lanzenzellen, etc. Solche Wirtszellen werden unter 
Bedingungen kultiviert, die die Expression des rekombinanten 
Proteins erlauben, welches anschliefiend aus den Zellen und/oder 
aus dem Kulturmedium gewonnen werden kann. Verfahren zur 
Expression von Fremdprotein in verschiedenen Arten von 
Wirtszellen sowie zur Gewinnung des produzierten Proteins sind 
dem Fachmann gelaufig. 

In einer anderen bevorzugten Aus fiihrungs form der Verwendung 
oder des Verfahrens oder des Arzneimittels , Medizinprodukts 
Oder medizinischen Hilfsstoffs der Erfindung umfafit das Hsp70- 
Protein das C-terminale Fragment die Aminosauren 384 bis 561 
von menschlichem Hsp70 oder den entsprechenden Bereich aus 
einem anderem Hsp7 0, das die erf indungsgemafien Wirkungen 
aufweist oder umfafit das C-terminale Fragment die Aminosauren 
454 bis 460 von menschlichem^ Hsp70. Erf indungsgemaS konnte 
uberraschenderweise gezeigt werden, dafi Fragmente, welche diese 
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minimale Sequenz von 7 Aminosauren (NLLGRFE) haben, durch 
Antikorper gehemmt werden, wodurch NK-Aktivierung unterbunden 
bzw. getrennt wurde . Die Experimente wurden entsprechend 
Multhoff et al., J. Immunol. 158 (1997), 4341-4350 
durchgefuhrt. Es wurde der von Amersham erhaltliche Antikorper 
RPN 1197 eingesetzt. Die 7 Aminosauren konnen dabei von 
naturlicherweise f lankierenden Hsp70-Sequenzen oder durch 
andere Aminosauren flankiert sein. Bevorzugt ist, dafi die 7 
Aminosauren in ihrem naturlichen Kontext verbleiben. Sofern 
andere flankierende Aminosauren eingesetzt werden, wird 
bevorzugt der dreidimensionale Kontext, in dem die genannten 7 
Aminosauren naturlicherweise stehen beibehalten. Innerhalb der 
7 Aminosauren konnen weitere Aminosaureaustausche erfolgen, 
sofern die Homologie von mindestens 70% beibehalten wird. 
Allerdings umfassen diese Austausche nicht einen Austausch von 
Arginin in Position 458 durch Lysin. Dieser Austausch fuhrt zu 
einer Konf ormat ions ande rung . Entsprechend sind Austausche, die 
in den Bereich der 7 Aminosauren zu einer Konf ormat ions ande rung 
fiihren nur dann von der Erfindung umfaSt, wenn sie die 
gewunschten Aktivierungseigenschaf ten aufweisen. 

Die Erfindung betrifft ferner- die Verwendung der nach einem 
Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Ausfuhrungsformen behandelten NK-Zellen zur Therapie von 
Tumorerkrankungen, und/oder Inf ekt ionserkrankungen. 

in einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der erf indungsgemaSen 
verwendung erfolgt die Therapie durch Reinf undierung der 
behandelten NK-Zellen. 

Die vorstehend beschriebenen in vivo Verfahren konnen auch als 
Behandlungsverfahren zur Behandlung der beschriebenen 
Indikatoren eingesetzt werden. 
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Die Figuren zeigen: 

FiniTP 1 : Vergleich der prolif erierenden Aktivitat getrennter 
NK- (A) - und T{B)-Zellen, die entweder mit IL-2 (100 
lU/ml) -Medium oder mit anderen rekombinanten Hsp70- 
Proteinen (rHspVO, rHspTO-Cterm- (Aminosauren 384- 
5 61) , rHsp70homC, DnaK, Hsc70 und hit zedenaturiertem 
rHspVO) , die in IL-2-Medium (100 lU/ml) suspendiert 
sind, je mit einer Konzentration von 10 |ig/ml, 
stimuliert wurden. Die phanotypische Charakterisie- 
rung der NK-Zellen ist wie f olgt : 

CDS : < 5%; CD16/CD56 : 46-87%; CD94 : 60-70%; p58 . 1 
und p58.2 : < 5% und T-Zellen: CD3 : 85-92%; 
CD16/CD56 : 5-10%; CD94 : < 29%; p58 . 1 und p58.2: 
nicht getestet; p70: nicht getestet, durchf luSzytome- 
trisch bestimmt. Die Proliferation der Zellen wurde 
nach 4 8 Stunden und nach Inkubation mit ^H-Thymidin 
(1 /xCi/ml) bei 37°C fur 18 Stunden bestimmt. Der re- 
lative Prozentsatz der ^H-Thymidin-Auf nahme in NK- (A) 
und T(B) -Zellen wurde mit den Wirkungen von ILi-2 al- 
lein (100%) verglichen. Die Werte zeigen die Mittel- 
werte von vier bis sieben unabhangigen Experiment en ± 
Standardabwei Chung . 

FTGUR 2 : Vergleich der zytotoxischen Aktivitat hochgereinigter 
NK-2ellen (CD3 : < 2%; CD16/CD56 : 75-80%; CD94 : 65- 
87%; p58.1 und p58.2 : 20-30%; p70 : < 10%), die ent- 
weder unbehandelt blieben (durchgezogene Linien, 
leere Symbole) oder nach einer Vorinkubat ion der NK- 
Zellen mit rHsp70 (A) -Protein (je 5 fig/xnl fiir 4 Tage; 
durchgezogene Linien, ausgefullte Symbole) vorinku- 
biert wurden, gegeniiber ^^Cr-markierten Tumor- 
targetzellen CX+ (A) und CX- (B) , die sich aufgrund 
ihrer Fahigkeit, Hsp7 0 auf ihrer Plasmamembran zu ex- 
primieren, unterscheiden. Die Ergebnisse sind als 
Prozentsatz der spezifischen Lyse bei verschiedenen E 




: T-Verhaltnissen von 0,2 : 1 bis 2 : 1 ausgedruckt . 
Jeder Punkt stellt den Mittelwert zumindest dreier 
unabhangiger Experimente ± Standardabweichung dar. 
Der Prozentsatz an spontaner Freisetzung fur jede 
Tumortargetzellinie war immer unter 15%. 

FinxTR 3 : Tumorwachstum von HspVO tragenden CX+ Zellen in im- 
mundef izienten Mausen. Nach i. p. -Injektion von NK- 
Zelleri wird das Tumorwachstum vollstandig inhibiert 
(bei i .p. -Injektion der Tumorzellen) . Die TumorgroSe 
X wurde in cm^ angegeben. 

Tumorwachstum nach i . p . - Inj ektion von CX+ und NK- Zel- 
len am Tag 21 . 

ElOUE^: Tumorwachstum von Hsp70 tragenden CX+ Zellen in im- 
mundeff izienten Mausen. Nach i. v. -Injektion von NK- 
Zellen wird das Tumorwachstum vollstandig inhibiert. 
Das Tumorwachstum wurde in Gramm gemessen. 
Tumorwachstum nach o . t .- Inj ektion von CX+ und i.v.- 
Inj ektion von NK- Zellen am Tag 35. Die NK- Zellen ver- 
hindern das Tumorwachstum von Hsp7 0- tragenden CX+ 
Zellen nach 3 bzw. 5 Wochen nach Injektion und (vgl . 
Figur 3) . Sowohl eine intraperitoniale als auch eine 
intravenose Applikation der NK- Zellen fiihrt zu 
vergleichbaren Ergebnissen. 

FTQTTR 5 : Intaktes Hsp70-Protein mit Darstellung des C-termina- 
len Bereichs 

PTOTTP 6 : Darstellung des Einflusses von HspVO und/oder Zytoki- 
nen auf die durch NK-Zellen vermittelte Immunantwort . 
Die Zytokinzugabe bewirkt auch eine Stimulation von 
T-Zellen. 



Jedes der hierin zitierten Dokumente (einschliefilich Angaben 
des Herstellers, Bedienungsanleitungen, etc.) wird hiermit 



durch Bezugnahme in die Beschreibung inkorporiert . 
Die Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1: Gesteigerte Proliferation von NK-Zellen nach Gabe 
von Hsp7 0 

Die Proliferation gereinigter NK- und T-Zellen, die mit den 
Hsp70-Proteinen rHsp70, DnaK, HscVO, rHsp70-C term. und 
rHsp70homC (Aminosauren 3 84-561) stimuliert worden waren, wurde 
in einem ^H-Thymidin-Auf nahme-Standardtest bestimmt 

(Testbeding-ungen vgl . spater) . Dazu wurden zunachst periphere 
Blutlymphozyten aus f reiwilligen, menschlichen Spendern in 
nicht-adharente CD3+ T-Zell und transient (12-24 Stunden) 
adharente CD3- (CD16+/CD56+) NK-Zell-Subpopulationen in einem 
Mehrschrittverf ahren und nachf olgender 12-stundiger Inkubation 
in einem IL-2 -enthaltendem Medium (vgl. 3) getrennt. Die Zellen 
wurden getrennt in rIL-2 (100 lU, Chiron, Frankfurt, 
Deutschland) , enthaltend ein RPMI 1640 (Life Technologies, 
Eggenstein, Deutschland) -Medium fur 3-4 Tage lang kultiviert . 
Die Proliferation wurde als H-3 Aufnahme gemessen. 

Panning -Experi men te wurden unter Verwendung von humanem, 
rekombinanten Hsp70 (rHsp70, SPP-755, StressGen 

Biotechnologies, Victoria, Canada) und DnaK (Hsp70-Homolog , er- 
halten aus E, coli, SPP-63 0, StressGen) durchgef uhrt . Die Pro- 
teine wurden in PBS zu einer Stammkonzentration von 1 /ig/ml 
verdiinnt und in Aliquots bei -SO'^C tief gef roren . T-25-Kultur- 
flaschen wurden mit rHsp70 bzw. DnaK- Protein (10 /ig/ml) , 
verdiinnt in 3 ml eiskaltem Carbonatpuf f er , pH 9,5 12 Stunden 
lang inkubiert . Nach Abblockung nicht- spezif ischer Bindungs- 
stellen mit PBS/5% FKS wurde eine Mischung aus T- und NK-Zellen 
suspendiert in PBS/1% FKS in einem Verhaltnis von 1 : 2 und 2 : 
1 in den Kulturf laschen 1 Stunde lang bei Raumtemperatur 
inkubiert. Nicht-adharente Zellen wurden aus der 
Uberstandsf raktion nach Inkubation erhalten. Adharente Zellen 
wurden durch sequent ielle Waschschritte unter Verwendung von 
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eiskalter PBS/10% FKS-Losung erhalten. Um leicht-adharente Zel- 
len zu entfernen, wurde ein einzelner, milder Waschschritt ver- 
wendet , wahrend stark-adharente Zellen durch zusatzliche, 
stringente Waschschritte erhalten wurden. Die bei jedem Schritt. 
erhaltenen Zellpopulationen wurden getrennt gezahlt und 
durchf luSzytometrisch, phanotypisch charakterisiert . 

Die Durchf luEzytometrie wurde wie in (4) beschrieben auf einem 
FACScan- Instrument (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) 
durchgef uhrt . Der Prozentsatz an positiv-gef arbten Zellen wurde 
definiert als Differenz zwischen der Zahl spezif isch-gef arbter , 
vitaler (propidiumiodid-negativer) Zellen minus der Anzahl an 
Zellen, die mit dem Isotyp entsprechenden Kontrollantikorpern 
gefarbt waren. Die nachf olgenden Antikorper wurden zur 
phanotypischen Kennzeichnung der Ef f ektorzellen verwendet : 
Dem Isotyp-entsprechender Kont roll antikorper (Dianova, Hamburg, 
Deutschland; Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) , CD16 
(Dianova, Hamburg, Deutschland), CD3 (Dianova, Hamburg, 
Deutschland) . 

Die Prolif eration^f ahigkeit von T- oder NK-Zellen gegen unter- 
schiedliche Hsp70-Proteine wurde in einem ^H-Thymidin-Auf nahme- 
Standardtest bestimmt. Lebensfahige Zellen (5 x 10* Zellen/100 
fil) wurden in eine 96 Vertief ungen-enthaltende Mikrotiterplatte 
mit einem flachen Boden (Greiner, Niirtingen, Deutschland) ein- 
gesat, wobei ein supplement iertes RPMI 1640 -Medium mit 100 lU 
IL-2 und verschiedenen, rekombinanten Hsp70-Proteinen (rHsp70', 
DnaK, Hsc70, die konstitutive Form von Hsp70, gereinigt aus 
Rinderhirn, SPP-750; StressGen; rHsp70-C term., sie rek. 
C-terminale Peptidbindungsdomane von Hsp70 (Aminosauren 384 - 
561) , rHsp70homC, die rekombinante C-terminale 

Peptidbindungsdomane von Hsp70hom (Hsp70hom ist ein Testis 
spezif isches Mitglied der Hsp70 Familie, das eine starke 
Homologie (94%) zu Hsp70 aufweist) , Aminosauren 384-561) 
eingesetzt wurde. Durch Test verschiedener Konzentrationen der 
Hsp70-Proteine (1 - 200 ^g/ml) konnte herausgef unden werden, 
daS eine Endkonzentration von ibo /ig/ml zur Stimulation optimal 
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war. Als weitere interne Kontrolle wurde die prolif erierende 
Aktivitat gegen IL-2 (100 lU) parallel bestimtnt. Nach einer 
Inkubationszeit von 24 Stunden oder 4 8 Stunden wurden die 
Zellen mit ^H-Thymidin (1 ^Ci/Vertief ung) markiert, und die 
Gesamtauf nahme wurde nach 18-stundiger Inkubation bei 37®C in 
einem Fliissigszintillationszahlgerat (Beckmann Instruments, 
Munchen, Deutschland) bestimmt. Als interne Kontrolle wurde 
weiterhin die Prolif erationskapazitat von aus dem gleichen 
Spender stammenden T-Lymphozyten bestimmt. 

Dosiseskalierungsuntersuchungen unter Verwendung verschiedener 
Hsp70 -Proteine/ Fragment e in Konzentrationen von 1-20 0 /zg/ml 
zeigten, daS eine maximale Stimulierung der Prolif erationskapa- 
zitat mit 100 fig/ml Hsp70 -Protein erreichbar war. Die Prolif e- 
rationsaktivitat isolierter NK- und T-Zellen wurde nach in 
vitro-Stimulation mit rHsp70, DnaK, Hsc70, rHsp70-C term. bzw. 
rHsp70homC (Aminosauren 384-562) getestet . Wie in der Figur lA 
gezeigt, wurde die NK-Zellprolif eration durch rHsp7 0 
signifikant stimuliert. Die Stimulation durch den carboxy- 
terminalen Bereich von Hsp und durch rHsp70homC, das in der C- 
terminalen Domane mit den Aminosauren 3 84-561 zu 94% mit Hsp70 
identisch ist, ist ebenfalls moglich. Im Gegensatz dazu stimu- 
lierten DnaK und Hsc70 die Proliferation von NK-Zellen nicht. 
Hitzedenaturiertes rHsp70 verier die stimulatorischen 
Eigenschaf ten fur die Proliferation von NK-Zellen vollstandig. 

Weiterhin konnte gezeigt werden, daS die Proliferation von CD3- 
positiven T-Lymphyten durch DnaK stimulierbar war, wahrerid 
rHsp70, Hsc7 0 und rHsp70homC und hitzedenaturiertes rHsp70 kei- 
ne Wirkung auf die Prolif erationsfahigkeit von T- Zellen zeigten 
(Figur IB) . 

Zusammenf assend konnte somit eine Proliferation von NK-Zellen 
durch rekombinantes humanes Hsp70 -Protein durch den C- 
terminalen Bereich von Hsp70 (384 - 561) und rHsp70homC, einem 
zum Hsp70 homologen Protein, induziert werden, wahrend eine 
Proliferation der T-Zellen selektiv durch bakterielles Hsp70 
(E. coli DnaK) stimulierbar war. 



Beispiel 2 : Steigerung der zytolytischen Aktivitat von NK- 
Zellen nach Gabe von Hsp7 0 

Eine funktionelle Analyse der NK-Zellen unter Verwendung von 
Hsp7 0 - expr imierenden ( CX+ ) und Hsp7 0 - ni cht - expr imierenden 
(CX- ) -Tumorzellen zeigte, dafi die Plasmamembranexpression von 
Hsp70 mit einer erhohten Sensitivitat fur die durch NK-Zellen 
veirmittelte Lysis korrelierte. Diese durch NK-Zellen 
vermittelte Lysis von Tumorzellen kann durch Vorinkubation der 
Tumorzellinien mit monoklonalen Antikorpern, die gegen den 
carboxy-terminalen Bereich (Aminosauren 504-617) von Hsp70 
gerichtet sind und mit dem Antikorper RPN1197 (1, 4), blockiert 
werden. Nachfolgend wurde der Einflufi von rekombinantem Hsp70- 
Protein (rHsp70) auf die zytolytische Aktivitat von NK-Zellen 
fur die autologen, Hsp70-exprimierenden (CX+) - und Hsp7 0-nicht- 
exprimierenden (CX-) -Tumorzellen analysiert. Die Ergebnisse der 
Zytotoxizitatstests unter Verwendung hochgereinigter NK-Zellen, 
die mit Hsp70-Protein in einer Konzentration von 5 ^g/ml fur 4 
Tage vorinkubiert worden waren, sind in der Figur 2 A und B zu- 
sammengefaEt. Die Versuchsansordnung war dabei wie f olgt : Zur 
Stimulation der zytotoxischen Aktiviatat wurden NK-Zellen mit 
10 fig/ml rHsp70 inkubiert . Die Stimulation wurde in 4-tagigem 
Abstand wiederholt. 

Die humanen, autologen Kolonkarzinom-Subzellinien CX+ und CX- , 
die sich in ihrer Hsp70 -Expression auf der Plasmamembran untef- 
scheiden (Multhoff et al . , J. Immunol. 158 (1997), 4341), 
wurden in RPMI 164 0 -Medium, supplement iert mit 10% FKS (Life 
Technologies) , 6 mM L-Glutamin und Antibiotika (100 lU/ml 
Penicillin und 100 /ig/ml Streptomycin; Life Technologies) 
kultiviert. Exponentiell wachsende Tumorzellen wurden als 
Targetzellen verwendet, und gereinigte CD3- NK-Zellen wurden, 
nach Zellsortierung unter Verwendung von eines FACStar^^''^- 
Instruments (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) , als 
Ef fektorzellen eingesetzt. Die durch NK-Zellen vermittelte Zy- 
totoxizitat wurde unter Verwendung eines 4-stundigen ^^Cr-Ra- 
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dioisotopentests {Multhoff et al . , J. Immunol. 158 (1997), 
4341) bestimmt. Der Prozentsatz der spezifischen Lyse wurde wie 
folgt berechnet : [ (experimentelle Freisetzung - spontane Frei- 
setzung) / (maximale Freisetzung - spontane Freisetzung)] x 100. 
Die spontane Freisetzung von Cr-51 betrug in alien Versuchen 
unter 15%. 

Uberraschenderweise konnte gezeigt werden, daS bei einer Inku- 
bation der NK-Zellen mit rHsp70 -Protein fur mindestens 4 Tage 
sowohl die Proliferation als auch die zytolytische Aktivitat 
von NK-2ellen gegenuber Hsp70 -exprimierenden Tumorzellen (CX+) 
stimuliert wurde. Im Gegensatz dazu verloren NK-Zellen aus dem 
gleichen Spender, die nicht mit rHsp70 behandelt wurden, diese 
Reaktivitat nach 10 Tagen (Daten nicht gezeigt) . Die lytische 
Aktivitat von nicht mit rHsp70 stimulierten NK-Zellen war im 
Vergleich zu mit rHsp7 0 behandelten und stimulierten NK-Zellen 
geringer, und es konnte dann kein signif ikanter Unterschied in 
der Lyse Hsp70-exprimierender und nicht -exprimierender Tumor- 
zellen festgestellt werden. 

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dafi der carboxy-termi- 
nale Teil von Hsp7 0 (Aminosauren 3 84 - 641) , fur die 
Stimulierung der zytolytischen und prolif erativen Funktion von 
NK-Zellen verantwortlich ist. Erf indungsgemaS konnte somit 
gezeigt werden, daS insbesondere der carboxy-terminale Teil des 
Hsp70-Proteins als stimulierendes Signal fiir NK-Zellen wirkt, 
die spezifisch Hsp70-exprimierende Tumorzellen in vitro 
angreif en. 

Beispiel 3: Ant i- tumor ale Wirkimg mit Hsp70 stimulierter NK- 
Zellen 

Fur die Untersuchung der in vivo Relevanz von NK-Zellen gegen- 
iiber Hsp70- exprimierenden Tumorzellen wurden Untersuchungen an 
immundef izienten SCID/beige Mausen durchgef iihrt . Dabei wurden 
zunachst unterschiedliche Mengen an Tumorzellen (CX+ oder CX- 
Zellen) in SCID/beige Mause injiziert. Fine Menge von 2,5 Mio 



Zellen erwies sich als optimale Tumorzellmenge zur Induktion 
von Tumorwachstum innerhalb eines Zeitraums von 3 bis 5 Wochen. 
Als Injektionsmethode wurde eine i.p. (intraperitoneale) oder 
o.t. (orthotope, d. h. hier in die Darmwand) Injektion von, 
Kolonkarzinomzellen CX+ oder CX- in die Darmwand gewahlt . Die 
NK-2ellen wurden nach Stimulation entweder i.p. oder i.v. 
(intravenos) appliziert . Wie in Figur 3 dargestellt , konnte in 
alien Tieren ein Tumorwachstum sowohl nach i.p. als auch nach 
o.t. Injektion erzielt warden. Im Gegensatz zur i.p. Injektion 
konnte nach o.t. Injektion neben dem Wachstum eines 
Primartumors auch eine Metastasierung der CX+ Zellen vor allem 
in Milz und Lunge beobachtet warden (3 von 3 Mausen nach o.t. 
Injektion) . 

Eine Injektion von humanen NK-2ellen (i.p., aber auch i.v.) 
selbst vier Tage nach der Injektion von Tumorzellen fuhrt zu 
einer vollstandigen Inhibition des Tumorwachs turns . 
Interessanterweise konnte durch NK- Zellen nicht nur das Wachs- 
tum von Primartumoren (im i.p. Raum oder am Darm) inhibiert 
werden, sondern auch die Metastasierung der Tumore . 

Diese Befunde machen deutlich, .dafi eine 'immunrekonstitution von 
SCID/beige Mausen mit voraktivierten, humanen NK- Zellen nicht 
nur in vitro, sondern auch in vivo (im Tier) zu einer Lyse von 
Tumorzellen fuhrt. Interessanterweise kann auch die Metastasie- 
rung durch humane NK- Zellen unterdruckt werden. 
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An Sprue he 

1. Verwendung eines Hsp70 -Proteins , eines C-terminalen 
Fragmentes davon oder eines Derivats davon oder eines 
Proteins mit einer Aminosauresequenzhomologie zum C- 
terminalen Bereich (Aminosauren 3 84-641) des Hsp70- 
Proteins von ^ 70% zur Herstellung eines Arzneimittels , 
Medizinproduktsrodukts , oder medizinischen Hilfsstoffs zur 
Aktivierung von NK-Zellen. 

2. Verwendung eines Hsp70-Proteins, eines C-terminalen 
Fragmentes davon oder eines Derivats davon oder eines 
Proteins mit einer Aminosauresequenzhomologie zum C- 
terminalen Bereich (Aminosauren 3 84-641) des Hsp70- 
Proteins von ^ 70% zur in vitro oder ex vivo Aktivierung 
von NK-Zellen. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Aktivierung 
die Induktion einer durch NK-Zellen vermittelten Immunant- 
wort umf afit . 

4. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei die 
Aktivierung eine Stimulation der Proliferation von NK- 
Zellen und/oder eine Steigerung der zytolytischen Aktivi- 
tat von NK-Zellen einschlieSt. 

5. Verwendung nach Anspruch 4, wobei die zytolytische 
Aktivitat gegenuber Tumorzellen, Zellen von Patienten mit 
Inf ektionserkrankungen gesteigert ist . 

6. Verwendung nach Anspruch 5, wobei die zytolytische 
Aktivitat gegenuber Leukamie zellen, Lymphomzellen, 
Tumorzellen, metastasierenden Zellen solider Tumore und 
Zellen von Patienten mit vxralen, mykotischen und/oder 
bakteriellen Inf ektionserkrankungen gesteigert ist. 
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7. Verfahren zur ex vivo oder in vitro Aktivierung von NK- 
Zellen, wobei man eine NK-Zellen enthaltende 
physiologische Zellsuspension mit einem Hsp70 -Protein, 
einem C-terminalen Fragment davon oder einem Derivat davon 
Oder einem Protein mit einer Aminosauresequenzhomologie 
zum C-terminalen Bereich (Aminosauren 3 84-641) des Hsp70- 
Proteins von ^ 7 0% vermischt und inkubiert, um eine 
Aktivierung der NK-Zellen zu bewirken. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Aktivierung eine 
Stimulation der Proliferation der NK-Zellen und/oder eine 
Steigerung ihrer Zytotoxizitat umfaJSt. 

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, wobei als NK-Zellen 
enthaltende physiologische Zellsuspension periphere, 
mononukleare Blutzellen oder eine NK-Zellen enthaltende 
Fraktion hiervon eingesetzt werden. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 9, wobei die 
Zellsuspension . weiterhin Hsp70 auf der Zelloberf lache 
exprimierende menschliche oder tierische Zellen enthalt . 

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei als menschliche oder 
tierische Zellen Tumorzellen, Zellen von Patienten mit 
Inf ektionserkrankungen eingesetzt werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei als menschliche oder 
tierische Zellen Leukamie zellen, Lymphomzellen, 
Tumorzellen, metastasierende Zellen solider Tumore und 
Zellen von Patienten mit viralen, mykotischen und/oder 
bakteriellen Inf ektionserkrankungen eingesetzt werden. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 12, wobei die die 
Zellen und Proteine enthaltende physiologische 
Zellsuspension mindestens 3 Stunden inkubiert wird. 
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14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die Inkubation 4 Tage 
lang vorgenommen wird. 

15. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6 oder Verfahren 
nach einem der Anspruche 7 bis 14, wobei zusatzlich ein 
Zytokin eingesetzt wird. 

16. Verwendung oder Verfahren nach Anspruch 15, wobei als 
Zytokin ein Interleukin eingesetzt wird. 

17. Verwendung oder Verfahren nach Anspruch 16, wobei als 
Interleukin IIi-2, IL-12 und/oder IL-15 eingesetzt wird. 

18. Verfahren zur in vivo -Aktivie rung des Immunsystems , wobei 
man einem Patienten eine pharmazeutisch wirksame Menge von 
nach dem Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 17 
aktivierten NK-Zellen verabreicht, gegebenenf alls in 
Kombination mit oder zeitlich vor einer pharmazeutisch 
wirksamen Menge eines Hsp70 -Proteins , eines C-terminalen 
Fragmentes davon oder eines Derivats davon oder eines 
Proteins mit einer Aminosauresequenzhomologie zum C- 
terminalen Bereich (Aminosauren 384-641) des Hsp70- 
Proteins von ^ 70% verabreicht. 

19. Verfahren zur in vivo -Aktivie rung von NK-Zellen, wobei man 
einem Patienten eine pharmazeutisch wirksame Menge eines 
Hsp70-Proteins , eines C-terminalen Fragmentes davon oder 
eines Derivats davon oder eines Proteins mit einer 
Aminosauresequenzhomologie zum C-terminalen Bereich 

(Aminosauren 384-641) des Hsp70 -Proteins von ^ 70% 
verabreicht . 

20. Verfahren zur Behandlung von Tumoren, Krebserkrankungen, 
Inf ektionskrankheiten oder Au to immune rkrankungen, wobei 
man einem Patienten eine pharmazeutisch wirksame Menge von 
nach dem Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 17 
aktivierten NK-Zellen und/oder eines Hsp70 -Proteins , eines 
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C- terminalen Fragmentes davon oder eines Derivats davon 
Oder eines Proteins mit einer Amino sauresequenzhomologie 
zum C-terminalen Bereich (Aminosauren 384-641) des Hsp70- 
Proteins von ^ 70% verabreicht. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, wobei der Tumor ein solider 
Tumor oder eine Metastase ist. 

22. Verfahren nach Anspruch 20, wobei die Krebserkrankung 
Leukamie oder ein Lymphom ist . 

23. Verfahren nach Anspruch 20, wobei die Inf ektionskrankheit 
viralen, mykologischen oder bakteriellen Ursprungs ist. 

24. Arzneimittel , Medizinprodukt oder medizinischer Hilfsstoff 
das/der ein Hsp70 -Protein, ein C-terminales Fragment davon 
oder ein Derivat davon oder ein Protein mit einer 
Aminos auresequenzhomologie zum C-terminalen Bereich 
(Aminosauren 384-641) des Hsp70- Proteins von ^ 70% 
und/oder von nach dem Verfahren nach einem der Anspriiche 7 
bis 17 aktivierten NK-Zellen in einer therapeutisch 
wirksamen Menge sowie gegebenenf alls ubliche Trager- 
und/oder Hilfsstoffe enthalt . 

25. Arzneimittel, Medizinprodukt oder medizinischer Hilfsstoff 
nach Anspruch 24, wobei das Protein in einer Konzentration 
von mindestens 10 |ig/ml, bevorzugt bis zu 1000 p,g/ml, 
vorliegt . 

26. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6 oder Verfahren 
nach einem der Anspruche 7 bis 23 oder Arzneimittel, 
Medizinprodukt oder medizinischer Hilfsstoff nach Anspruch 
24 Oder 25, wobei das Hsp7 0- Protein ein humanes Protein 
ist. 

27. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6 oder 26 oder 
Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 23 oder 2 6 oder 
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Arzneimittel , Medizinprodukt oder medizinischer Hilfsstoff 
nach einem der Anspriiche 24 bis 26, wobei das Hsp70- 
Protein oder dessen Fragment oder Derivat ein 
rekombinantes Protein ist. 

28. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6, 26 oder 27 
oder Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 23, 26 oder 
2 7 Oder Arzneimittel, Medizinprodukt oder medizinischer 
Hilfsstoff nach einem der Anspruche 24 bis 27, wobei das 
Hsp70 -Protein das C-terminale Fragment die Aminosauren 3 84 
bis 561 von menschlichem Hsp70 oder den entsprechenden 
Bereich aus einem anderem Hsp70 umfaSt, das die 
erf indungsgemalSen Wirkungen umf afit . 

29. Verwendung der nach einem Verfahren nach einem oder mehre- 
ren der vorhergehenden Anspruche behandelten NK-Zellen zur 
The rap ie von Tumor erkrankungen, und/oder 
Inf ektionserkrankungen . 

30. Verwendung nach Anspruch 29, wobei die Therapie durch 
Reinfundierung der behandelten NK-Zellen erf olgt . 



Zusammenfassiing 



Die Erfindung betrifft die Verwendung von Hsp7 0 -Protein oder 
Fragmenten davon zur Aktivierung von NK-Zellen, Arzneimittel / 
Medizinprodukte oder medizinische Hilfsstoffe, die ein Hsp70- 
Protein oder Fragment e davon oder aktivierte NK-Zellen 
enthalten, Verfahren zur Aktivierung von NK-Zellen, sowie 
medizinische Verwendungen der durch das erf indungsgemafie 
Verfahren erhaltenen Produkte . 
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Wachstum von NK-Zellen mit rHsp70, rHsp70-C,enn und 
rHsp70homC gesteigert 
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FIG. 1B 
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Steigerung des Wachstums von T-Zellen ausschliedlich mit 
Dank (=E. coli Hsp70) 
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Rekombinantes Hsp70-Protein steigert die Lyse von CX+ 
Tumorzellen (die Hsp70 auf der Membran tragen) 



4/8 
FIG. 2B 



100 




0.2:1 0.5:1 1:1 2:1 



Effector 

NK 
NK 
+rHsp70 



Target 



Rekombinantes Hsp70-Protein steigert die Lyse von CX- 
Tumorzellen (keine Hsp70-Membranexpression) nicht 
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Tumorwachstum nach o.t.-lnjektion von 
CX+ and i.v.-lnjektion of NK-Zellen (d35) 
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THIS RAGE BUHK (uspto, 



Use of a Hsp70 protein, a C-terminal fragment thereof or a derivative thereof or a 
protein with an amino acid sequence homology to the C-terminal region (amino acids 
384-641) of the Hsp70 protein of > 70 % for the production of a pharmaceutical 
preparation, a medical product or a medical adjuvant for the activation of NK-cells. 

Use of a Hsp70 protein, a C-terminal fragment thereof or a derivative thereof or a 
protein with an amino acid sequence homology to the C-terminal region (amino acids 
384-641) of the Hsp70 protein of > 70 % for the In vitro or ex vivo activation of NK- 
cells. 

Use according to claim 1 or 2, wherein the activation comprises the induction of an 
immune response mediated by NK-cells. 

Use according to any one of claims 1 to 3, wherein the activation comprises a 
stimulation of the proliferation of NK-celis and/or an increase of the cytolytic activity of 
NK-celis. 

Use according to claim 4, wherein the cytolytic activity against tumour cells, cells from 
patients with infectious diseases is increased. 

Use according to claim 5, wherein the cytolytic activity against leukaemia cells, 
lymphoma cells, tumour cells, metastasizing cells of solid tumours and cells of 
patients with viral, mycotic and/or bacterial infectious diseases. 

A method for the ex vivo or in vitro activation of NK-cells, wherein a physiological cell 
suspension is mixed and incubated with a Hsp70 protein containing NK-cells, a C- 
terminal fragment thereof or a derivative thereof or a protein with an amino acid 
sequence homology to the C-terminal region (amino acids 384-641) of the Hsp70 
protein of > 70 % to trigger an activation of the NK-cells. 

The method according to claim 7, wherein the activation comprises a stimulation of 
the proliferation of the NK-cells and/or an increase of their cytotoxicity. 

The method according to claim 7 or 8, wherein peripheral, mononucleic blood cells or 
a fraction containing NK-cells is used as physiological cell suspension containing NK- 
cells. 
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10. The method according to any one of claims 7 to 9, wherein the cell suspension 
further contains human or animal ceils expressing Hsp70 on the cell surface. 

11. The method according to claim 10, wherein tumour cells, cells from patients with 
infectious diseases are used as human or animal cells. 

12. The method according to claim 1 1 , wherein leukaemia cells, lymphoma cells, tumour 
cells, metastasizing cells of solid tumours and cells of patients with viral, mycotic 
and/or bacterial infectious diseases are used as human or animal cells. 

13. The method according to any one of claims 7 to 12, wherein the physiological cell 
suspension containing the cells and proteins is incubated for at least 3 hours. 

14. The method according to claim 1 3, wherein the incubation is carried out for 4 days. 

15. The method according to any one of claims 1 to 6 or the method according to any 
one of claims 7 to 14, wherein a cytokine is used in addition. 

16. Use or method according to claim 15, wherein an interleukin is used as cytokine. 

17. Use or method according to claim 16, wherein IL-2, IL-12 and/or IL-15 is used as 
interleukin. 

1 8. A method for the in vivo activation of the immune system, wherein a patient is given a 
pharmaceutically effective amount of NK-cells activated according to any one of 
claims 7 to 17, optionally in combination with or before a pharmaceutically effective 
amount of Hsp70 protein, a C-terminal fragment thereof or a derivative thereof or a 
protein with an amino acid sequence homology to the C-terminal region (amino acids 
384-641 ) of the Hsp70 protein of > 70 %. 

19. The method for the in vivo activation of the immune system, wherein a patient is 
given a pharmaceutically effective amount of NK-cells, a C-terminal fragment thereof 
or a derivative thereof or a protein with an amino acid sequence homology to the C- 
terminal region (amino acids 384-641) of the Hsp70 protein of > 70 %. 

20. The method for the treatment of tumours, cancer diseases, infectious diseases or 
autoimmune diseases, wherein a patient is given a pharmaceutically effective 
amount of NK-cells activated according to any one of claims 7 to 17 and/or a Hsp70 
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protein, a C-terminal fragment thereof or a derivative thereof or a protein with an 
amino acid sequence homology to the C-terminal region (amino acids 384-641 ) of 
the Hsp70 protein of > 70 %. 

21. The method according to claim 20, wherein the tumour is a solid tumour or a 
metastasis. 

22. The method according to claim 20, wherein the cancer disease is leukaemia or a 
lymphoma. 

23. The method according to claim 20, wherein the infectious disease has a viral, 
mycological or bacterial origin. 

24. Pharmaceutical preparation, medical product or medical adjuvant containing a Hsp70 
protein, a C-terminal fragment thereof or a derivative thereof or a protein with an 
amino acid sequence homology to the C-terminal region (amino acids 384-641) of 
the Hsp70 protein of > 70 % and/or NK-cells activated according to any one of claims 
7 to 17 in a therapeutically effective amount as well as optionally common carrier 
substances and/or adjuvants. 

25. Pharmaceutical preparation, medical product or medical adjuvant according to claim 
24, wherein the protein is present in a concentration of at least ^0 fjglml preferably 
up to 1000^^g/ml. 

26. Use according to any one of claims 1 to 6 or the method according to any one of 
claims 7 to 23 or pharmaceutical preparation, medical product or medical adjuvant 
according to claim 24 or 25, wherein the Hsp70 protein is a human protein. 

27. Use according to any one of claims 1 to 6 or 26 or the method according to any one 
of claims 7 to 23 or 26 or pharmaceutical preparation, medical product or medical 
adjuvant according to any one of claims 24 to 26, wherein the Hsp70 protein or its 
fragment or derivative is a recombinant protein. 

28. Use according to any one of claims 1 to 6, 26 or 27 or the method according to any 
one of claims 7 to 23, 26 or 27 or pharmaceutical preparation, medical product or 
medical adjuvant according to claim 24 to 27, wherein the Hsp70 protein comprises 
the C-terminal fragment (amino acids 384 to 561) of the human Hsp70 or the 
corresponding region from another Hsp70 comprising the effects of the invention. 
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29. Use of the NK-cells treated according to a method according to one or more of the 
above claims for the therapy of tumour diseases and/or infectious diseases. 

30. Use according to claim 29, wherein the therapy is carried out by re-infusion of the 
treated NK-cells. 
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